人参是我国传统中药，其主要药理成分人参皂苷具有抗白血病作用[@b1]--[@b4]。人参皂苷Rh~4~是一类仅结合1个糖基的人参三醇型皂苷，属于低极性人参皂苷，具有适中的肠吸收极性，更易进入体内发挥作用，具备较其他多糖基皂苷更高的生物利用度[@b5]。Rh~4~具有抗黑色素瘤、抑制黑色素合成的作用[@b6]，对白血病细胞系P388细胞和L1210细胞具有细胞毒活性[@b7]。本研究中我们观察人参皂苷Rh~4~对白血病细胞系株K562细胞增殖及分化的作用，现报道如下。

材料和方法 {#s1}
==========

1．药物及主要试剂：人参皂苷Rh~4~（批号111109）由上海融禾医药科技有限公司分离制备，纯度\>98%。分子式：C~36~H~60~O~8~，相对分子质量620.87. IMDM培养基购自美国Gibco公司，小牛血清购自杭州四季青公司，四氮唑蓝(MTT）购自美国Amresco公司，PE标记的小鼠抗人CD11b、CD14和CD42b抗体购自美国BD公司。

2．细胞来源及培养：K562细胞购自中国科学院上海细胞所，接种至含10％小牛血清的IMDM完全培养基，置于37 °C、5% CO~2~饱和湿度培养箱中培养，每2 d换液传代1次，取对数生长期细胞用于后续实验。

3．MTT法检测细胞增殖抑制率：K562细胞以1×10^5^/ml密度接种于96孔板内，每孔100 µl，随机分为8组，分别加入终浓度为0、10、25、50、75、100、150、200 mg/L的Rh~4~溶液100 µl，每组设3个复孔，同时以不含细胞的培养液为空白对照。置于37°C、5% CO~2~饱和湿度条件下培养，于培养48和72 h加入MTT(5 mg/ml)20 µl，孵育4 h，吸去上清，每孔再加入200 µl DMSO，摇床上振摇10 min，在酶标仪490 nm波长测定各孔吸光度(*A*）值，根据公式计算细胞增殖抑制率。实验重复6次。$$细胞增殖抑制率（\% ） = \left( {\text{1}－\frac{A_{实验组}}{A_{对照组}}} \right) \times \text{1}00\%$$

4．半固体集落生成实验：调整K562细胞密度为1×10^4^/ml，随机分为6组，分别加入终浓度为0、10、25、50、75、100 mg/L的Rh~4~溶液，在2 ml含30％小牛血清、1% L-谷氨酰胺、100 U青／链霉素、3 g/L琼脂的IMDM培养体系中培养，接种于24孔板内，每孔0.5 ml，置于37 °C、5%CO~2~饱和湿度培养箱中培养7 d。于倒置显微镜下计数集落数（≥40个细胞定义为1个集落）。每组设3个复孔，实验重复6次。

5．流式细胞术检测细胞周期：取Rh~4~ 25、50、100 mg/L处理的2×10^5^细胞，冷PBS洗涤1次，离心去上清，加入0.5 ml含PI和RNase A的DNA染液，室温避光孵育30 min，上流式细胞仪检测。实验重复3次。应用Multicycle软件分析细胞周期，并计算亚二倍体峰的百分率，同时计算细胞增殖指数。

6．流式细胞术检测白血病细胞分化相关表型：取经终浓度为25、50 mg/L的Rh~4~处理7 d的K562细胞，每管含1×10^5^细胞，分别与细胞分化相关抗体包括鼠抗人CD11b-PE、CD14-PE和CD42b-PE, 4 °C避光孵育30 min，每种抗体设置同型对照。PBS洗涤1次，100 µl PBS重悬细胞，上流式细胞仪检测相关抗原阳性细胞率。实验重复3次。

7．统计学处理：采用SPSS 17.0软件进行统计学分析。计量数据以*x*±*s*表示，各组比较采用方差分析，*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．Rh~4~对K562细胞增殖的作用：不同浓度Rh~4~处理48和72 h后K562细胞增殖抑制率见[表1](#t01){ref-type="table"}。MTT分析结果显示，Rh~4~能明显抑制细胞增殖，50～200 mg/L时，抑制率分别为(19.4±3.8)%\~（58.8±4.7)％和（18.0±1.9)%\~（73.4±1.6)%(*P*\<0.05）。增殖抑制作用呈时间和剂量依赖性。48 h、72 h的IC~50~值分别为149.47 mg/L和123.86 mg/L。

###### 不同剂量人参皂苷Rh~4~抑制K562细胞增殖的作用（*x*±*s*，*n*=6）

  Rh~4~ (mg/L)        48 h         72 h                   
  -------------- -------------- ---------- -------------- ----------
  0                0.36±0.06        0        0.56±0.11        0
  10               0.34±0.05     7.4±1.6     0.52±0.10     7.8±1.2
  25               0.31±0.05     15.0±2.9    0.47±0.09     16.2±1.1
  50              0.30±0.06^a^   19.4±3.8   0.46±0.08^a^   18.0±1.9
  75              0.26±0.05^b^   29.1±4.8   0.38±0.08^b^   31.8±3.8
  100             0.23±0.06^b^   36.5±6.3   0.33±0.09^b^   42.8±6.5
  150             0.16±0.03^b^   56.6±3.7   0.18±0.03^b^   68.7±2.5
  200             0.15±0.03^b^   58.8±4.7   0.15±0.03^b^   73.4±1.6

注：与未加药对照组（0 mg/L）比较，^a^*P*\<0.05，^b^*P*\<0.01

2．Rh~4~抑制K562白血病集落生成的作用：半固体培养体系加入25\~100 mg/L的Rh~4~，处理K562白血病细胞7 d，集落数均明显低于对照组(*P*\<0.01)，抑制率(27.3±5.1)%～(80.2±8.2)%。随着剂量的增加，Rh~4~抑制作用明显增加，呈剂量依赖性（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### 不同剂量人参皂苷Rh~4~抑制K562细胞集落生成的作用（*x*±*s*，*n*=6）

  Rh~4~ (mg/L)       集落数      集落抑制率(％)
  -------------- -------------- ----------------
  0                117.5±22.2          0
  10               111.2±20.2       5.2±1.5
  25              85.6±17.9^a^      27.3±5.1
  50              62.4±14.4^a^      47.0±7.0
  75              36.4±13.0^a^      69.4±8.7
  100             23.2±9.9^a^       80.2±8.2

注：与未加药对照组(0 mg/L)比较，^a^*P*\<0.01

3．Rh~4~阻滞K562白血病细胞进入增殖周期的作用：流式细胞术显示Rh~4~能够有效地阻滞K562白血病细胞进入增殖周期，随着Rh~4~浓度增加，S期细胞比例逐渐降低，而G~0~/G~1~期细胞比例则逐渐升高，增殖指数明显下降，从未加药对照组(66.4±0.3)%降至100 mg/L的（37.2±2.8)%(*P*\<0.01)，提示Rh~4~通过阻滞细胞进入增殖周期而抑制白血病细胞增殖（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

![人参皂苷Rh~4~阻滞K562白血病细胞进入增殖周期的分布\
A：Rh4 0 mg/L；B：Rh425 mg/L；C：Rh450 mg/L；D：Rh4100 mg/L](cjh-36-04-347-g001){#figure1}

4．Rh~4~诱导K562细胞分化的作用：采用25、50 mg/LRh~4~分别诱导白血病K562细胞7 d，流式细胞术分析粒系分化抗原CD11b、单核系分化抗原CD14和巨核系分化抗原CD42b表达的阳性细胞率。结果显示，50 mg/L明显提高CD11b和CD42b表达阳性的细胞率，分别为（4.4±1.0)％和（24.3± 5.3)%，明显高于对照的(2.6±0.7)％和(3.7±0.6)%（*P*值均\<0.05)，提示Rh~4~能够诱导白血病细胞向多系分化（[表3](#t03){ref-type="table"}）。

###### 人参皂苷Rh~4~诱导K562白血病细胞分化相关表型（*x*±*s*，*n*=3）

  Rh~4~ (mg/L)    阳性细胞率(％)            
  -------------- ---------------- --------- -------------
  0                  2.6±0.7       5.7±1.3     3.7±0.6
  25                 3.2±0.6       6.2±1.1   12.7±3.3^a^
  50                4.4±1.0^a^     8.2±2.2   24.3±5.3^a^

注：与未加药对照组(0 mg/L)比较，^a^*P*\<0.05

讨论 {#s3}
====

白血病的生物学特点是细胞增殖失控、分化成熟受阻、正常的凋亡程序失调、异常分化的细胞大量增殖，因此，抑制细胞增殖、诱导异常分化的细胞向成熟或者较成熟细胞方向分化，是白血病的有效治疗方法。目前临床上常用的维甲酸及其衍生物、砷剂、三尖杉酯碱等化疗药物，因不良反应大，应用范围局限，其使用备受争议。人参由于其攻补兼施、毒副作用小或无的特点得到了广泛认可，因此研究中药有效成分抗白血病的作用很有意义。

本研究以K562白血病细胞作为靶细胞，结果显示低极性人参皂苷Rh~4~能显著抑制K562白血病细胞增殖，半固体培养在25\~100 mg/L时，集落抑制率27.3%～80.2%，抑制作用呈剂量依赖关系；用50\~200 mg/L的Rh~4~与K562细胞共孵育48和72 h，用MTT法测定，细胞增殖抑制率分别为19.4%～58.8％和18.0%～73.4%，抑制作用呈时间、剂量依赖关系。提示人参皂苷Rh~4~能够有效地抑制K562白血病细胞增殖。

细胞周期失控是癌变的重要原因之一，细胞周期有两个重要的时相转换，即G~1~-S和G~2~-M，分别为控制进入S期的调控点和控制进入M期的调控点[@b8]。经Rh~4~ 50、100 mg/L孵育细胞48 h，流式细胞技术分析细胞周期，结果显示S期细胞明显低于未加药对照组，而G~0~/G~1~期K562细胞则显著高于对照组，且随着Rh~4~浓度增加，K562细胞增殖指数由对照组的(66.4±0.3)％分别下降为（49.3±2.2)％和（37.2±2.8)%，提示Rh~4~能够有效地阻滞K562细胞进入增殖周期，可能是Rh~4~抑制K562细胞增殖的重要环节。

由于细胞周期阻滞和细胞增殖能力丧失是细胞分化过程中的必要事件及共同特征，Rh~4~的细胞周期阻滞作用也可能是诱导K562细胞分化的早期必要事件，细胞周期的调控可能参与了细胞的分化进程。细胞表面分化抗原的表达变化是白血病细胞分化为成熟细胞的标志之一。CD11b在原始粒细胞上基本不表达，CD14是一种存在于单核细胞、粒细胞和巨噬细胞等细胞表面的分化抗原，在白血病原始细胞中表达较低，CD42b是巨核系细胞分化相关抗原，当细胞向成熟阶段分化时，以上三者表达均会逐渐升高[@b9]。本研究中50 mg/L Rh~4~诱导白血病K562细胞7 d后，CD11b和CD42b表达分别为（4.4±1.0)％和（24.3±5.3)%，明显高于对照组的(2.6±0.7)％和(3.7±0.6)%，CD14表达虽不显著，但较对照组有一定提高。提示Rh~4~具有诱导K562细胞向粒系和巨核系分化的趋向，同时可能对K562细胞向单核系分化有一定的促进趋向。

当前低极性人参皂苷的研究报道较少，Rh~4~属于低极性人参皂苷单体。低极性人参皂苷包括二醇型人参皂苷Compund K、Rg~3~、Rg~5~、Rk~1~、Rh~2~；三醇型人参皂苷Rg~2~、Rg~6~、F~4~、Rh~1~、Rh~4~、Rk~3~等，存在于野山参、红参、人参果等，但含量较低。现代药理学研究证明低极性人参皂苷具有较强的活性，包括抗肿瘤、益智、免疫调节、抗病毒及抗脑缺血等重要功能[@b10]--[@b13]。本研究结果表明，低极性人参皂苷Rh~4~能够有效地抑制白血病K562细胞增殖、阻滞细胞进入增殖周期，具有诱导其向粒系和巨核系分化的趋向，为Rh~4~抗白血病的研究提供了实验依据，其诱导分化的作用机制尚待进一步深入研究。
